IMPLICAZIONI CLINICHE DEI POLIMORFISMI

GENETICI NELLE ULCERE VENOSE DEGLI ARTI

INFERIORI:UN MODELLO DI DANNO E

RIPARAZIONE TISSUTALE by Lanzara, Serena
   
 Università degli Studi di Ferrara
 
 
DOTTORATO DI RICERCA IN  
“SCIENZE BIOMEDICHE, NEUROFISIOLOGICHE ED 
ENDOCRINOLOGICHE” 
 
CICLO XXII 
 
 
 
 
 
COORDINATORE Prof. Alessandro Martini 
 
 
 
IMPLICAZIONI CLINICHE DEI POLIMORFISMI 
GENETICI NELLE ULCERE VENOSE DEGLI ARTI 
INFERIORI:UN MODELLO DI DANNO E 
RIPARAZIONE TISSUTALE 
 
 
 
Settore Scientifico Disciplinare MED/18 
 
 
 
 
 
 
 Dottorando  Tutore 
  
       Dott. Serena Lanzara   Prof. Alberto Liboni 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Anni 2007/2009  
 
 
 1 
Introduzione 
 
Il danno e la riparazione tissutale sono processi multifattoriali e complessi, dove la 
genetica e soprattutto le interazioni gene-gene e gene-ambiente, svolgono un ruolo 
fondamentale (1,2). L’ulcera venosa degli arti inferiori (VLU), per la sua rilevante 
epidemiologia (3) e la sua posizione superficiale, rappresenta un modello ideale per 
studiare il ruolo dei più comuni plimorfismi genetici nelle lesioni di origine vascolare ed 
infiammatoria. Recenti studi, hanno identificato l’età avanzata dei pazienti, le 
dimensioni e la durata dell’ulcera e la presenza di fibrina su oltre il 50% della superficie 
della lesione, quali fattori di rischio indipendenti per la guarigione e la recidiva (4,5). 
Inoltre, molti pazienti affetti da malattia venosa cronica (CVD), non sviluppano lesioni 
cutanee, suggerendo una suscettibilità individuale. La genetica potrebbe giocare un 
ruolo nella suscettibilità individuale, anche se mancano evidenze di questo aspetto e 
della possibile ereditarietà. Negli ultimi anni, attraverso uno stretto lavoro di 
collaborazione tra clinici e biologi molecolari, sono state identificate diverse varianti 
genetiche (SNPs, singoli polimorfismi nucleotidici), con un ruolo ben definito nella 
etiopatogenesi, diagnosi e prognosi delle VLU (6-12). Questa scoperta potrà aiutare 
chiunque nell’affrontare problematiche comuni, ma difficilmente risolvibili fin’ora, che 
spesso si incontrano nella pratica clinica. Oggigiorno, la determinazione dei SNPs è un 
nuovo e importante strumento per incrementare la diagnosi e la prognosi. 
Di seguito descriveremo come alcuni problemi clinici potrebbero essere meglio 
interpretati e spiegati attraverso l’analisi dei polimorfismi genetici e discuteremo il 
ruolo di questi ultimi nella guarigione delle ferite. 
Recentemente, abbiamo scoperto che i polimorfismi genetici V34L e P564L del fattore 
XIII (FXIII) e quelli C282Y e H63D del gene HFE, giocano un ruolo nel modulare il 
processo di guarigione delle VLU e  nel rischio di ulcerazione nella CVD, 
rispettivamente (9-12). Evidenze cliniche e sperimentali dimostrano che i fattore XIII 
della coagulazione svolge un ruolo nella patogenesi delle VLU. I pazienti affetti da 
VLU, così come quelli con deficit congenito del FXIII, presentano una difficile 
guarigione delle ferite (13-15), e l’apposizione locale di FXIII su VLU ne favorisce la 
guarigione (16-18). Recentemente, abbiamo riscontrato che esiste una correlazione tra le 
dimensioni dell’ulcera  e sia i livelli di fattore XIII che le sue varianti genetiche (9). 
Innanzitutto, abbiamo trovato una corrispondenza (P<0.01) tra l’area dell’ulcera e il 
numero di alleli polimorfici FXIII-L34 nel genotipo dei pazienti, inoltre, un’area 
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dell’ulcera maggiore nei casi con concentrazione plasmatica di FXIII minore di 0.65 
U/ml (P=0.08). L’osservazione che l’area dell’ulcera è correlata con il genotipo-FXIII 
indipendentemente dai suoi livelli plasmatici e che l’area dell’ulcera è associata ad un 
deficit di FXIII indifferentemente dal genotipo-FXIII, indica che le due condizioni 
operano indipendentemente, ovvero cooperano nell’insorgenza dell’ulcera creando 
differenti profili di rischio. Nonostante questo, nei nostri studi caso-controllo, non 
abbiamo trovato una associazione con il rischio di sviluppare un’ulcera. Tuttavia, un 
significativo (P<0.0001) ritardo nei tempi di guarigione dell’ulcera è strettamente 
associato con la variante genica V34 del FXIII, dopo intervento chirurgico sul sistema 
venoso superficiale (11). 
Inoltre, poiché la CVD porta ad un sovraccarico locale di ferro negli arti inferiori malati 
(19,20) e questa comune alterazione emodinamica è un fattore essenziale, ma non 
sufficiente a spiegare la progressione della CVD fino alle lesioni cutanee, uno degli 
obiettivi principali dei medici è quello di identificare fattori prognostici. Recentemente 
abbiamo dimostrato che le comuni varianti del gene HFE (C282Y e H63D), aumentano 
il rischio di comparsa dell’ulcera nei pazienti portatori di questi polimorfismi di circa 7 
volte (P<0.01) (10) e anticipano l’insorgenza dell’ulcera di circa 10 anni (P<0.004) 
rispettivamente (21). 
Infine, abbiamo analizzato i polimorfismi del promoter del gene che codifica per la 
metalloprotesi di matrice 12 (-82 AA, -AG, -GG) e abbiamo notato che, da un lato, il 
genotipo –AA è over-rappresentato nelle VLU primitive, con un rischio associato di 
1.96 (95% CI, 1.18-3.22: P=0.010), dall’altro, i pazienti portatori del genotipo –GG 
hanno ulcere di minori dimensioni (P=0.001) (22). 
Di seguito, discuteremo più dettagliatamente i sopra citati casi, dove la genetica trova 
una applicazione clinica, aiutando decisioni ed interpretazioni cliniche. 
Tra i numerosi pazienti affetti da vene varicose (circa il 20% della popolazione 
generale), solo il 10% svilupperà un’ulcera venosa (23-28). Parametri clinici ed 
emodinamici, come eco-color-Doppler e pletismografia, non sono in grado di predire 
l’insorgenza dell’ulcera (23,29-33). Per queste ragioni, uno degli obiettivi principali dei 
medici coinvolti nella valutazione e trattamento della CVD è di identificare fattori 
prognostici per l’insorgenza dell’ulcera. 
E’ stato di recente descritto che il polimorfismo C282Y del gene dell’emocromatosi 
(HFE) (locus 6p21.3), che codifica per una proteina di membrana simile alle proteine 
MHC di classe I e ritenuto regolatore dell’assorbimento di ferro (34), ha un ruolo nel 
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predire l’insorgenza dell’ulcera (10,21). I polimorfismi del gene HFE, con le sue 
varianti C282Y e H63D, sono i più comuni e riconosciuti difetti genetici nel 
metabolismo del ferro. La popolazione generale, e in particolare i discendenti da 
popolazioni nord europee, frequentemente presenta la condizione di eterozigoti per 
C282Y o H63D, e i soggetti portatori di queste varianti genetiche sono generalmente 
considerati portatori asintomatici (35,36). 
Tuttavia, è stato dimostrato un rischio aumentato di 6-7 volte di sviluppare VLU quando 
si sovrappongono due condizioni apparentemente non severe (10): CVD da un lato e la 
condizione di portatore della variante genetica C282Y dall’altro. Questo è uno 
straordinario esempio di interazione gene-ambiente. La sovrapposizione delle due 
condizioni determina una interazione negativa tra il sovraccarico cronico di ferro degli 
arti inferiori, determinato dall’insufficiente drenaggio venoso, e la ridotta capacità 
individuale gneticamente determinata di amministrare gli aumentati depositi locali di 
ferro (21). L’applicazione clinica immediata di questa scoperta implica che la 
minoranza di pazienti ad alto rischio può essere preventivamente identificata attraverso 
un semplice esame del sangue che serve come screening genetico. La pratica clinica 
potrebbe essere pesantemente influenzata dai test genetici per le mutazioni HFE. La 
presenza della mutazione C282Y potrebbe rappresentare una stretta indicazione per la 
correzione chirurgica della insufficienza del sistema venoso superficiale. Inoltre, 
potrebbero essere utilizzati alcuni accorgimenti, come calze elastocompressive, 
eliminazione dalla dieta di cibi ricchi di ferro ed integratori dietetici, che potrebbero 
rappresentare un programma di prevenzione mirato e potenzialmente molto efficace. 
Pertanto, la CVD potrebbe essere trattata più appropriatamente prima della comparsa di 
lesioni cutanee nei pazienti con specifiche caratteristiche genetiche. La Figura 1 illustra 
il programma di screening proposto ed adottato presso il nostro Centro di Malattie 
Vascolari. 
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Figura 1. Screening HFE per pazienti affetti da CVD parenti di pazienti portatori della 
mutazione HFE 
 
 
 
Sicuramente è di grande interesse la catena patofisiologica che porta al sovraccarico 
locale di ferro ed alla insorgenza della infiammazione ferro-dipendente nella CVD. 
Come già detto, una alterata emodinamica venosa, è un elemento necessario, ma non 
sufficiente per spiegare la progressione attraverso le diverse classi di CVD fino alla 
lesione cutanea. Il declino della teoria delle cuffie di fibrina, ha portato negli ultimi 20 
anni ad indagare altri fattori enfatizzando il processo infiammatorio come amplificatore 
dell’insufficiente drenaggio venoso. Studi recenti hanno dimostrato un ruolo cruciale 
dell’accumulo tissutale di ferro nella induzione e mantenimento della infiammazione 
nella CVD (21,23,31,37-40). I depositi di ferro nella CVD sono evidenziabili come aree 
cutanee brunastre, che talvolta precedono, ma che invariabilmente circondano l’ulcera. 
L’origine dell’aumento tissutale dei depositi di ferro (19,20) è rappresentata dallo 
stravaso dei globuli rossi (RBC) durante una stasi venosa significativa (41). I RBC 
vengono degradati dai macrofagi interstiziali, con conseguente rilascio di ferro 
incorporato nella ferritina. Col passare del tempo, con l’aumento del sovraccarico di 
ferro, la struttura della ferritina si modifica in emosiderina (31, 37-40). Nel 1988, 
Ackerman riscontrò una concentrazione di ferro negli arti inferiori di pazienti affetti da 
VLU 20 volte superiore rispetto alla concentrazione di ferro negli arti superiori degli 
stessi soggetti (39). Il deposito della emosiderina, sembra interessare tutto il corpo, 
infatti questa proteina è stata ritrovata anche nelle urine di pazienti affetti da CVD (31). 
L’incremento dei depositi tissutali di ferro e lo stravaso interstiziale di proteine sono 
potenti chemoattrattori e presumibilmente rappresentano il primo sottile segnale di 
infiammazione cronica responsabile del reclutamento e migrazione dei globuli bianchi 
nella matrice. Inoltre, nel 1988, Coleridge-Smith osservò leucociti intrappolati nel 
Paziente con ulcera venosa 
Mutazione HFE No mutazione HFE 
Mutazione HFE 
No mutazione HFE Parenti con CVD e/o vene varicose 
Stop 
Stop 
Programma di prevenzione 
! 
! 
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microcircolo venoso in corso di ipertensione venosa (30). Il meccanismo della 
migrazione dei globuli bianchi nella matrice sottocutanea è stato spiegato 
successivamente con la espressione di molecole di adesione, come ICAM, VCAM e 
selectine, sia nella CVD che nelle VLU (23,42-45). Queste molecole di adesione 
bloccano i leucociti circolanti sulla parete venosa e ne facilitano la trasmigrazione nel 
tessuto. Le cellule che prevalentemente migrano nella matrice extracellulare (ECM) 
sono macrofagi e T-linfociti (44). I macrofagi fagocitano il ferro accumulato nei tessuti 
e lo immagazzinano in strutture simil-ferritina intracellulari. Il sovraccarico intra- ed 
extra-cellulare di ferro nei tessuti è potenzialmente pericoloso per la generazione di 
radicali liberi determinato dal possibile rilascio dai depositi di ferro libero (21,31,37-
40,42). Wenk et al. (38) e Yeoh-Ellerton (20) trovarono livelli di ferro aumentati negli 
essudati di VLU croniche rispetto a ferite acute. Entrambi gli autori poi, osservarono 
una significativa concentrazione di metabolici derivanti dallo stress ossidativo. Lo step 
finale della catena patogenetica che porta alla distruzione della matrice e alla 
conseguente insorgenza dell’ulcera è rappresentato dalla over-espressione delle 
metalloproteasi di matrice (MMPs) non più adeguatamente controbilanciate dai loro 
fisiologici inibitori tissutali (TIMPs). Le MMPs causano una degradazione substrato 
specifica dei componenti della ECM, come collagene, elastina e laminina. L’attività 
incontrollata delle MMPs, presente nel microambiente della ferita, può portare alla 
distruzione della matrice e alla comparsa dell’ulcera (37,38,46-49). Ulteriori evidenze 
dimostrano che la stasi locale, l’infiammazione ed il sovraccarico di ferro possono 
indurre la iper-attivazione delle MMPs attraverso la cosiddetta via ferro-guidata delle 
MMPs (37,50-54). 
La conoscenza del metabolismo del ferro e della sua regolazione nella infiammazione è 
recentemente aumentata, così sono stati descritti nuovi “attori” di questo processo. 
Assieme alla proteina di membrana HFE (55,56), un altro meccanismo difensivo in 
risposta al sovraccarico di ferro e alla infiammazione è messo in atto dalla epcidina, 
peptide di 25 aminoacidi secreto dal fegato. L’epcidina si lega alla ferroportina, che è il 
principale esportatore di ferro presente sulla superficie dei macrofagi. Dopo il legame, 
la ferroportina viene internalizzata e degradata, causando una diminuzione del ferro 
liberato dalla cellula. La regolazione della ferroportina da parte della epcidina completa 
il loop emostatico: il ferro e l’interleuchina 6 (IL-6), un mediatore della infiammazione, 
regolano la secrezione di epcidina, che in pratica controlla la concentrazione di 
ferroportina sulla superficie cellulare (57,58). IL-6 è consistentemente over-
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rappresentata nelle VLU (59), mentre, fino ad ora, non abbiamo informazioni sulla 
espressione di epcidina o ferroportina nelle VLU. Questo loop biologico certamente 
rappresenta una prospettiva nella futura comprensione del contributo alla cascata 
infiammatoria degli aumentati depositi di ferro, dovuti al drenaggio venoso 
insufficiente, dei radicali liberi e delle citochine (60). Così come per il gene HFE, è 
molto probabile che SNPs dei geni/promoter che codificano per queste molecole 
possano avere effetti sulla complessa catena di emostasi del ferro. 
E’ stato dimostrato che i pazienti portatori della variante H63D sviluppano un’ulcera 
più precocemente, almeno 10 anni prima (21). Questo fatto è stato spiegato attraverso la 
precedentemente illustrata instabilità dei depositi di ferro, che porta ad una aumentata 
liberazione del ferro con possibile aumento dello stress ossidativo e conseguente 
iperattivazione delle MMPs (55,56). Tutto questo accelera la degradazione della ECM, 
portando alla lesione cutanea ed alla comparsa dell’ulcera. Così come i pazienti affetti 
da CVD portatori della variante C282Y hanno un aumentato rischio di sviluppare 
l’ulcera anche nella condizione eterozigote, così i portatori della variante H63D vedono 
una più precoce insorgenza della lesione. Questo accade perché il sovraccarico locale di 
ferro, caratteristico dei pazienti con CVD, supera la possibilità di compensazione 
fisiologica dell’organismo, portando ad una inappropriata gestione del ferro tissutale, 
anche nella condizione di eterozigosi. Questo fatto dimostra ancora una volta la 
possibilità di prevenire l’insorgenza dell’ulcera attraverso uno screening genetico per le 
mutazioni del gene HFE. Nei  parenti di pazienti affetti da VLU bisogna verificare la 
presenza di CVD, conditio sine qua non per l’insorgenza dell’ulcera. Così, i pazienti 
con CVD, se parenti di portatori della mutazione HFE, devono a loro volta essere 
studiati per ricercare queste mutazioni e, se presenti, devono essere sottoposti a misure 
preventive come già spiegato (Figura 1). 
Il FXIII della coagulazione è una transglutaminasi plasmatica ed è codificata dal gene 
F13A1 (locus 6p24,2-p23). Esso circola nel sangue come tetramero inattivo costituito 
da due subunità catalitiche A e due subunità accessorie B (A2B2) (13,14). Il fattore XIII 
attivato (FXIIIa) interviene in numerosi processi fisiologici in diversi ambiti, che vanno 
dalle fasi finali della coagulazione, fino alla guarigione delle ferite. I substrati del 
FXIIIa appartengono a differenti categorie: sistema della coagulazione e fibrinolisi; 
proteine adesive della ECM; proteine contrattili/citoscheletriche. Da tempo è stato 
riconosciuto il ruolo del FXIII nella guarigione delle ferite (61,62). Per quanto riguarda 
specificamente la VLU, i pazienti con deficit di FXIII hanno una anomala e ritardata 
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guarigione della ferita (61,63,64). Nei pazienti con VLU, sono stati riscontrati bassi 
livelli di FXIII (9,15,64) e studi clinici o case reports dimostrano un effetto positivo 
della applicazione locale di FXIII concentrato sulla ferita di pazienti con VLU (16-
18,65). Diversi sono i meccanismi con i quali il FXIII può da un lato favorire la 
guarigione e dall’altro contrastare la distruzione della ECM. Studi sperimentali diretti o 
indiretti portano alla ipotesi che il meccanismo chiave sia rappresentato da una azione 
positiva del FXIII sulla proliferazione cellulare e/o sui componenti della ECM. Quindi, 
il FXIII agisce sulla biosintesi del collagene attraverso la modulazione delle interazioni 
cellule-matrice (66). Inoltre, componenti strutturali fondamentali del tessuto connettivo 
vengono cross-linked dal FXIII (67-70), che pure incrementa la migrazione e la 
proliferazione dei fibroblasti nella matrice (71-73). 
Il nostro gruppo ha dimostrato che effettivamente il FXIII concentrato in-vitro contrasta 
gli effetti distruttivi delle MMPs sulle colture di fibroblasti, incrementando la 
proliferazione cellulare in modo dose-dipendente (74). La lesione cutanea nella VLU è 
determinata da una aumentata degradazione dei componenti della ECM, soprattutto 
collagene, dovuta alla incontrollata attività delle MMPs. Queste osservazioni in-vitro 
sono strettamente correlate con i principi della formazione della VLU (54,75), con il 
coinvolgimento del FXIII nel processo di guarigione (65,76) e con la scoperta che bassi 
livelli di FXIII sono associati a dimensioni maggiori dell’ulcera e con la relazione 
lineare esistente tra dimensioni della lesione e attività del FXIII (9). 
Ulteriori osservazioni cliniche supportano il ruolo delle varianti genetiche del FXIII 
nell’ influenzare l’estensione e la progressione delle ferite nei pazienti con VLU. 
L’attività e i livelli della molecola del FXIII dipendono strettamente da SNPs 
intragenici (77), e V34L è considerato il principale locus funzionale (78). Di fatti, 
abbiamo trovato un significativo trend positivo tra VLU cronica di dimensioni minori e 
l’aumento di varianti alleliche L34 nel genotipo dei pazienti (9). E’ interessante notare 
che questo è indipendente dai livelli circolanti di FXIII, supportando così l’evidenza di 
una azione diretta della variante genetica sul fenotipo clinico.  Il nostro gruppo ha poi 
pubblicato osservazioni più specifiche e clinicamente applicabili sul ruolo prognostico 
addizionale delle varianti genetiche del FXIII sulle VLU di difficile guarigione (12). Lo 
studio ha rilevato ulteriori associazioni con la dimensione dell’ulcera, dimostrando che 
diverse varianti alleliche dello stesso gene se coesistono nello stesso individuo possono 
amplificarsi a vicenda o agire insieme in termini di miglioramento della prognosi. 
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Successivamente sono stati effettuati ulteriori studi per indagare il ruolo di diversi 
geni/polimorfismi sulla espressione di diversi fenotipi o sul diverso andamento clinico. 
Da tempo è noto che il completamento della guarigione è il metodo migliore per 
identificare differenze nella guarigione stessa di ferite croniche (79), così abbiamo 
analizzato le possibili influenze dei polimorfismi genetici nella guarigione di VLU 
diverso tempo dopo intervento chirurgico sul sistema venoso superficiale (11). Abbiamo 
trovato una significativa over-rappresentazione di carrier L34 tra i pazienti con una 
guarigione più rapida. In una analisi più approfondita, questo si traduce nel rischio di 
avere un ritardo del tempo di guarigione di circa 5 volte nei pazienti con genotipo 
VV34, rispetto ai portatori L34. Infatti, l’analisi di sopravvivenza aveva lo scopo di 
valutare le differenze nei profili del tempo di guarigione per le due classi di genotipi 
FXIII-V34L e ha evidenziato differenze significative, attribuendo al genotipo FXIII-VV 
il peggiore outcome clinico in termini di ritardo della guarigione. Risultati con un trend 
simile, ma con una significatività borderline, sono stati trovati per il polimorfismo 
FXIII-P564L, comparando il genotipo PP564-wildtypes versus L564-carriers (P=0.064). 
Comparando PP564-wildtypes all’omozigosi 564LL, quest’ultimo ha un tempo di 
guarigione significativamente minore (P<0.005), così come una dimensione media 
dell’ulcera più piccola (P=0.003). Ancora, la coesistenza di differenti varianti genetiche 
del FXIII nello stesso soggetto possono agire in sinergia e determinare risultati positivi 
in termini di tempo di guarigione, dopo medesima procedura chirurgica. 
Ancora, un buon esempio di interazione gene-gene e gene-ambiente, è fornita sia dal 
gene HFE che da quello FXIII. Abbiamo stratificato i pazienti rispetto alle varianti 
C282Y e V34L dopo avere corretto chirurgicamente il reflusso venoso (11). Come 
prima, i portatori della variante L34 avevano un tempo di guarigione apprezzabilmente 
ridotto, ma indipendentemente dalla presenza o meno della mutazione HFE C282Y. 
Una spiegazione di questo, sta nel fatto che una volta corretto il reflusso venoso 
superficiale, i fagociti HFE-mutati, non sono più a lungo sovraccaricati dall’eccesso di 
ferro. Il risultato emodinamico dell’intervento chirurgico riduce la generazione di ferro 
libero e di radicali liberi, quindi annulla la catena patogenetica ferro-dipendente prima 
descritta e allontana il polimorfismo HFE dalla manifestazione clinica. 
Contestualmente, la stessa procedura chirurgica, consente al FXIII e ad altri fattori di 
crescita di raggiungere la ferita, che, aiutando i componenti della ECM a contrastare 
l’incontrollata attività proteolitica delle MMPs, e favorendo la migrazione e 
proliferazione dei fibroblasti, in ultima analisi promuovono la guarigione. 
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Infine, recenti papers, attribuiscono al FXIII effetti pro-angiogenetici in-vitro e in-vivo 
(80,81), anche in un modello miocardico, con incremento la contrattilità cardiaca e la 
sopravvivenza dopo infarto (82-84). La angiogenesi, la proliferazione dei fibroblasti, la 
sintesi del collagene ed il suo cross-linking con le fibre di fibrina sono processi 
fondamentali per la guarigione di una ferita e sono tutti regolati dal FXIII 
(13,14,72,73,80,81). Tutto ciò rende il FXIII una buona molecola e il suo gene un buon 
candidato per essere effettivamente coinvolti nel processo di rigenerazione e riparazione 
tissutale. 
Indicatori prognostici validi per l’insorgenza dell’ulcera e la sua guarigione sono 
importanti per identificare pazienti con un potenziale ritardo o mancata guarigione della 
ferita. Questi pazienti a rischio potrebbero beneficiare maggiormente di nuove proposte 
terapeutiche ed è necessario un team multidisciplinare (chirurgo vascolare/plastico, 
dermatologo, biologo molecolare e genetista) per gestire questa complessa malattia. 
Una gestione adeguata dei pazienti con VLU è basata strettamente sulla comprensione 
degli aspetti patofisiologici che causano anomalie. Nei prossimi anni, l’obiettivo deve 
essere quello di identificare fattori prognostici congeniti o acquisiti per la guarigione e 
di sviluppare nuovi approcci terapeutici. 
Abbiamo parlato solo di alcune varianti genetiche associate a precisi aspetti clinici, ma 
dato che questo è solo un aspetto di un complesso meccanismo multifattoriale, 
riteniamo che sia un buon esempio da applicare ad altre patologie complesse, come 
quelle cardiovascolari (85,86) o neurodegenerative (42,87), pure caratterizzate da 
lesioni causate da un processo infiammatorio ferro-dipendente e da un inadeguato 
processo di riparazione (88).  
Scopo della tesi 
Fin’ora abbiamo dimostrato che esistono polimorfismi genetici che influenzano le 
dimensioni dell’ulcera, ma l’area è solo un momento nella storia della lesione e questo 
potrebbe aver falsato i dati ottenuti. 
Con questo studio, invece, abbiamo seguito per la prima volta in longitudinale 
l’andamento dell’ulcera, per verificare se, a parità di trattamento medico, i polimorfismi 
genetici avessero effettivamente un ruolo nel processo di riparazione tissutale. 
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Materiali e Metodi 
 
Da Febbraio 2007 a Ottobre 2008 abbiamo arruolato nel nostro studio 45 pazienti 
consecutivi con VLU, di cui 18 uomini (40%) e 27 donne (60%), con età media 72.9 
anni (range 20-95 anni). La dimensione media iniziale dell’ulcera era 8.8+/-11.5 cm2 
(range 0.3-62.3 cm2) con un ampio spettro di durata della malattia, da 30 giorni fino a 
20 anni.  
I criteri di inclusione nello studio sono elencati nella tabella 1. 
Le caratteristiche demografiche della nostra popolazione di pazienti sono riassunte nella 
tabella 2. 
A ciascun paziente abbiamo effettuato un prelievo di sangue periferico per la 
determinazione dei polimorfismi genetici di nostro interesse (HFE, FXIII, MMP12) ed 
abbiamo eseguito medicazioni settimanali con la medesima strategia terapeutica 
(medicazione avanzata ed elastocompressione) effettuata dallo stesso operatore, questo 
nell’ottica di ridurre al minimo le variabili “umane”, al fine di poter cogliere il reale 
ruolo delle varianti molecolari e genetiche. 
Lo studio ha avuto una durata di 12 settimane. 
Medicazione. Per la medicazione abbiamo usato una medicazione attiva costituita da 
cellulosa ossidata rigenerata e collagene con argento (Promogran Prisma, Systagenix 
Wound Management, Gargrave, UK), come medicazione primaria, una medicazione di 
carbone attivo e argento (Actisorb Plus 25, Jhonson & Jhonson) come medicazione 
secondaria, più un bendaggio elastocompressivo multistrato. La medicazione è stata 
cambiata una volta alla settimana. 
Determinazione dell’area. Prima dell’inizio del trattamento, poi settimanalmente, le 
dimensioni dell’ulcera sono state misurate con un software per calcolare aree irregolari 
(Visitrak Capture, Smith and Nephew UK Limited, London, UK). 
Estrazione del DNA e condizioni PCR. Il DNA è stato isolato da sangue intero 
periferico congelato, tramite un presidio di estrazione e purificazione automatica del 
DNA (BioRobot EZ1 system, QIAGEN, Hilden, Germany), che effettua una completa 
estrazione e purificazione degli acidi nucleici utilizzando un sofisticato sistema 
magnetico. 
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Il protocollo PCR per la contemporanea amplificazione delle regioni genetiche 
contenenti le sostituzioni C282Y e H63D nel gene HFE, la sostituzione –82AG nel 
promoter del gene per la MMP12 e quella V34L nel gene FXIII, è stato ottenuto come 
descritto di seguito: inizialmente 10 minuti a 94°C, poi 35 cicli a 95°C per 30 secondi, 
56°C per 20 secondi e 72°C per 90 secondi. I cicli PCR sono stati effettuati in un 
apparato Peltier Thermal Cycler (PTC-200; M J Research, Inc, Watertown, Mass) e 
sono stati completati con uno step finale aggiuntivo di 5 minuti a 72°C. La reazione 
PCR è stata effettuata in un volume finale di 100 microL contenente 100 ng di DNA 
genomico, 20 microM dNTPs, 1,5 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl (pH 8,3), 50 mM KCl, 
15 pmol di ciascun primer e 2,0 U di  polimerasi DNA ricombinanti (AmpliTaq Gold, 
Applied Biosystems, Branchburg, NJ). 
Genotipizzazione sul sistema nanogenico. Il genotipo degli amplicons è stato 
determinato con il sistema microchip Nanogen (Nanochip Molecular Biology 
Workstation, Nanogen Corporate, San Diego, Calif). Un volume di 10-20 microM 
contenente il mix amplicon è stato mischiato con istidina per ottenere una 
concentrazione di 50 mmol/L in un volume finale di 50 microL. Circa 100-200 ng di 
ciascun amplicon sono stati applicati sulla cartuccia del Nanochip (H2-type), per mezzo 
del caricatore Nanochip utilizzando parametri di base. Una denaturazione chimica degli 
amplicons, con NaOH 0,1 N per 5 minuti di trattamento, ha concluso il protocollo 
applicato. Ogni mix fungente da reporter, conteneva sostanze prova (discriminanti), 
stabilizzatori e oligonucleotidi reporters (dettagli pubblicati su www.nanogen.com) 
specifici per ogni SNP. Gli steps di ibridazione e fluorescenza della cartuccia sono stati 
portati a termine dal lettore Nanochip. E’ stato determinato un protocollo di ibridazione 
ottimizzato per l’analisi di ciascun polimorfismo. La strumentazione e i protocolli 
generali seguiti sono spieagti in dettaglio in pubblicazioni precedenti (89,90). Circa il 
20% dei campioni sono stati caricati e analizzati in doppio e i controlli eterozigoti sono 
sempre stati inclusi in ogni analisi. Le analisi quantitative e l’assegnazione del genotipo 
sono state realizzate utilizzando specifici software supportati da Nanogen ed entrambi 
sono stati collocati ad un livello diagnostico. 
Procedura di conferma del genotipo. Gli aplotipi sono stati confermati ripetendo il 
genotipo di circa il 20%  di campioni casuali selezionati per ogni differente gruppo 
genotipico per specifico polimorfismo per mezzo di restrizioni enzimatiche o sequenze 
dirette dello stesso amplicon utilizzato per la procedura Nanochip. Non sono state 
trovate discrepanze tra i genotipi determinati in doppio e/o con metodi differenti (22). 
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Analisi statistiche. E’ stato effettuato uno studio prospettico. La significatività statistica 
per le differenze tra due gruppi è stata calcolata con il test T di Student per variabili 
parametriche e con il Chi quadro per quelle non parametriche. 
Dove appropriato, è stato utilizzato il Fisher exact test. Gli Odds Ratios (ORs) e gli 
Intervalli di Confidenza del 95% (95% CIs) sono stati calcolati con modelli di 
regressione logistica condizionali, considerando variabili ed altri fattori di 
confondimento come sesso, età e peso. Inoltre, il modello considera un reciproco 
aggiustamento dei differenti SNPs considerati. 
Abbiamo costruito una retta di regressione lineare per visualizzare l’andamento delle 
aree delle ulcere nel tempo. 
Ogni valore di P<= 0.05 è stato considerato statisticamente significativo. 
Tutte le analisi sono state effettuate utilizzando Systat V.5.0 (Systat Inc, Evanston III) e 
SPSS Statistical Package (SPSS Inc, Chicago, III). 
 
Tabella 1. Elenco dei criteri di inclusione ed esclusione 
Criteri di inclusione 
- Età compresa tra i 20 e i 95 anni 
- Entrambi i generi 
- VLU con etiologia venosa confermata da un recente esame eco-color-
Doppler e un indice caviglia-braccio > 0.8 
- VLU comparsa da almeno 30 giorni 
- VLU di qualsiasi dimensione  
- I pazienti devono tornare al Centro dello Studio per i cambi di medicazione 
e per la valutazione della ferita 
- Consenso informato firmato da ciascun paziente 
Criteri di esclusione 
- Allergia nota verso la medicazione primaria utilizzata 
- Segni di infezione riconosciuti dai curanti 
- Gravidanza o allattamento 
- Uso di droghe o abuso di alcohol  
- Chemioterapia al momento 
- Ferita considerata neoplastica 
- Diabete 
- Patologia arteriosa periferica e/o indice caviglia-braccio <=8 
- Anemia emolitica e / o anemia ferro-carenziale e/o malnutrizione 
- Incapacità a camminare 
- Severa insufficienza cardiaca e/o epatica e/o renale e/o polmonare 
- Assunzione cronica di cortisonici per malattie infiammatorie croniche e/o 
malattie autoimmuni 
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Tabella 2 Caratteristiche demografiche 
 
  Pazienti 
Maschi 18 (40%) 
Femmine 27 (60%) 
Età media 72.9 aa (range 20-95 
aa) 
Dimensione media 
dell’ulcera 
8.8 cm2 (range 0.3-62.3 
cm2) 
 
 
Endpoints dello studio 
1) Stabilire il tasso di guarigione dopo 12 settimane di trattamento; 
2) Determinare i pazienti responders sulla base del Margolis Index (riduzione delle 
dimensioni dell’ulcera del 50% dopo 4 settimane); 
3) Verificare se esiste una correlazione tra varianti genetiche, guarigione, 
responders. 
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Risultati 
 
Dei 45 pazienti arruolati inizialmente, 2 sono andati persi al follow-up e 3 non hanno 
più potuto recarsi settimanalmente al nostro Centro per eseguire le medicazioni a causa 
della distanza della loro abitazione. 
Pertanto, la nostra analisi si è svolta sui 40 pazienti rimasti, di cui 17 (42%) uomini, 23 
(58%) donne, con età media 74.4 anni (range 20-95 anni) e dimensione media iniziale 
dell’ulcera 9.2+/- 11.9 cm2 (range 0.3-62.3 cm2). 
Su questi pazienti, abbiamo valutato la velocità di guarigione rispetto ai polimorfismi 
genetici, sia in  termini di guarigione assoluta entro le 12 settimane di trattamento, sia in 
termini di riduzione dell’area iniziale dell’ulcera di almeno il 50% dopo 4 settimane di 
trattamento (Margolis Index, MI). 
Polimorfismi FXIII V34L. Nella nostra popolazione, 13 pazienti erano portatori della 
variante genica V34L (32.5%), 3 di quella LL (7.5%) e 24 della VV (60%). La variante 
34L non influenza la guarigione dell’ulcera: 10 pazienti portatori di almeno un allele 
34L guariti (62.5%) versus 14 pazienti VV (58%) (P=ns) (Tabella 3). Analogamente 
per il Margolis Index: 8 34L MI+ (50%), versus 15 VV MI+ (62.5%) (P=ns)  (Tabella 
4). 
 
Tabella 3. Guarigione in base ai polimorfismi FXIII 
 
Genotipo Numero 
pazienti 
Guariti Non Guariti Percentuale di 
guarigione 
VV 24 14 10 58 
VL 13 9 4 69 
LL 3 1 2 33 
Totale 40 24 16  
 
    
VL-LL 16 10 6 62.5 
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Tabella 4. Margolis Index in base ai polimorfismi FXIII 
 
Genotipo Numero 
pazienti 
Margolis Index 
+ 
Margolis Index 
- 
Percentuale 
MI+ 
VV 24 15 9 62.5 
VL 13 7 6 54 
LL 3 1 2 33.5 
Totale 40 23 17  
 
    
VL-LL 16 8 8 50 
 
Polimorfismi HFE C282Y e H63D. Dei nostri pazienti, 6 (15%) presentavano la 
variante genetica H63D, che non influenza la guarigione, né il Margolis Index. Infatti, 
20 (59%) dei portatori H63D e 4 (67%) dei genotipi HH sono guariti dopo 12 settimane 
di trattamento (P=ns) (Tabella 5). Per quanto riguarda la riduzione dell’area dopo 4 
settimane di trattamento, questa si è avuta in 3 (50%) pazienti H63D e in 20 (59%) 
pazienti senza la variante (P=ns) (Tabella 6). 
Tutti i nostri pazienti presentavano genotipo CC, che, pertanto, non è stato preso in 
considerazione. 
 
Tabella 5. Guarigione in base ai polimorfismi HFE 
 
Genotipo Numero 
pazienti 
Guariti Non guariti Percentuale di 
guarigione 
HD 6 4 2 67 
HH 34 20 14 59 
Totale 40 24 16  
 
 
 
 16
 
 
 
Tabella 6. Margolis Index in base ai polimorfismi HFE 
 
Genotipo Numero 
pazienti 
Margolis Index 
+ 
Margolis Index 
- 
Percentuale 
MI+ 
HD 6 3 3 50 
HH 34 20 14 59 
Totale 40 23 17  
 
Polimorfismi MMP12. Nella nostra popolazione di pazienti, 1 (2.5%) era omozigote 
GG, 8 (20%) eterozigoti AG e 31 (77.5%) omozigoti AA. 
Abbiamo osservato che la presenza dell’allele –G, aumenta di 2.27 volte (OR= 2.27, CI 
0.5-10.25) il rischio di non guarigione, ovvero  il genotipo AA aumenta di 2.27 volte la 
probabilità di guarigione. Infatti, sono guariti dopo 12 settimane di trattamento 20 
(65%) dei pazienti con genotipo AA e solo 4 (44%) dei portatori dell’allele G (Tabella 
7). 
Se guardiamo invece al Margolis Index, notiamo un andamento opposto: solo 16 (52%) 
degli omozigoti AA ha una riduzione di almeno il 50% dell’area dell’ulcera alla quarta 
settimana di trattamento, contro 7 (78%) pazienti carrier dell’allele –G (Tabella 8). 
Questo significa che la presenza dell’allele –G aumenta di 3.28 volte la probabilità di 
essere MI+, ovvero il genotipo AA aumenta di 3.28 volte la probabilità di essere MI- 
(OR=3.28, CI 0.58-18.36). 
I due gruppi sono omogenei per sesso ed età, infatti, nel primo gruppo abbiamo 13 
uomini (42%) e 18 donne (58%) con una età media di 75.3+/-10.6 anni, e nel secondo 4 
uomini (44%) e 5 (56%) donne, con età media di 71.3+/-19.5 anni. 
La dimensione iniziale dell’ulcera è 10.04+/-13.15 cm2 negli omozigoti AA e 6.3+/-5.2 
cm2 nei carrier –G, quindi, i due gruppi non sono omogenei, anche se la differenza, di 
fatto non è statisticamente significativa (P=0.10). 
Per eliminare la variabile “dimensione iniziale dell’ulcera”, abbiamo costruito delle 
rette di regressione, che mostrano l’andamento nel tempo delle dimensioni dell’ulcera 
nell’intera popolazione (Figura 2) e nei due gruppi indipendentemente dal valore 
assoluto dell’area, che è stata considerata percentualmente. Ancora, grazie a questo tipo 
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di grafico (Figura 3) notiamo che le ulcere dei portatori dell’allele –G, hanno una 
tendenza a ridursi di dimensioni più velocemente rispetto a quelle degli omozigoti AA, 
anche se con una significatività border-line (P=0.0517). 
Tabella 7. Guarigione in base ai polimorfismi MMP12 
 
Genotipo Numero 
pazienti 
Guariti Non guariti Percentuale di 
guarigione 
AA 31 20 11 65 
-G 9 4 5 44 
Totale 40 24 16  
 
Tabella 8. Margolis Index in base ai polimorfismi MMP12 
 
Genotipo Numero 
pazienti 
Margolis Index 
+ 
Margolis Index 
- 
Percentuale 
MI+ 
AA 31 16 15 52 
-G 9 7 2 78 
Totale 40 23 17  
 
 
Figura 2. Andamento nel tempo delle dimensioni dell’ulcera nella intera popolazione di 
pazienti 
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Figura 3. Andamento nel tempo delle dimensioni dell’ulcera nel gruppo AA (s) e nel 
gruppo –G (n) 
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Discussione 
 
Il danno e la riparazione tissutale sono processi estremamente complessi e 
multifattoriali, per il realizzarsi dei quali è fondamentale il ruolo della genetica e delle 
interazioni gene-gene e gene-ambiente. 
Abbiamo scelto come modello di studio le VLU, in quanto queste hanno una rilevante 
epidemiologia e per la loro superficialità sono facilmente accessibili (possibilità di 
prelevare essudati): pertanto rappresentano un modello ideale per studiare il ruolo dei 
più comuni polimorfismi genetici nelle lesioni di origine vascolare ed infiammatoria. 
Diverse varianti genetiche (SNPs, single nucleotide polymorphism) hanno un ruolo ben 
definito ed importante nella etiopatogenesi, diagnosi e prognosi delle VLU, quindi, 
l’identificazione dei SNPs nei diversi pazienti è fondamentale per la diagnosi e la 
prognosi di questa patologia (1). 
Noi sappiamo che almeno il 20% della popolazione è affetta da malattia venosa cronica 
(CVD), ma di questi, solo il 10% svilupperà VLU, che quindi rappresenta solo la punta 
dell’iceberg di un fenomeno molto più vasto. Ci siamo chiesti perché alcuni soggetti 
sviluppino l’ulcera ed altri no e abbiamo ipotizzato che questa predisposizione fosse 
geneticamente determinata. Tutti i pazienti affetti da CVD hanno un sovraccarico 
tissutale di ferro, che si manifesta come aree cutanee brunastre che spesso circondano ed 
invariabilmente precedono l’insorgenza dell’ulcera. Il sovraccarico locale di ferro, 
porterebbe all’insorgenza di un processo infiammatorio, caratterizzato dalla liberazione 
di ferro libero, che genera radicali liberi dell’ossigeno che a loro volta attivano le 
metalloproteasi tissutali (MMPs), che risultano iperattivate in quanto non più 
adeguatamente controbilanciate dai loro fisiologici inibitori tissutali (TIMPs). Le MMPs 
rappresenterebbero lo step finale del danno tissutale nell’infiammazione ferro-
dipendente, in quanto, distruggendo i componenti della matrice tissutale (ECM) ed in 
particolare il collagene, portano all’insorgenza dell’ulcera. Nonostante tutti i pazienti 
affetti da CVD abbiano un sovraccarico tissutale di ferro locale e diffuso (la presenza di 
emosiderina è stata dimostrata anche nelle urine di questi pazienti), solo alcuni 
sviluppano la VLU. Allora abbiamo studiato i più comuni polimorfismi del gene HFE 
dell’emocromatosi, ovvero C282Y e H63D (che sono implicati nel metabolismo del 
ferro) ed abbiamo scoperto un importante esempio di interazione gene-ambiente. Infatti, 
i pazienti affetti da CVD e portatori della mutazione C282Y hanno un rischio di 6-7 
volte maggiore di sviluppare VLU e quelli con genotipo H63D svilupperanno 
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anticipatamente l’ulcera, almeno 10 anni prima. Tutto ciò è dovuto ad una interazione 
negativa tra il sovraccarico tissutale di ferro e la ridotta capacità di amministrarlo 
geneticamente determinata. 
Questa scoperta porta ad importanti ripercussioni cliniche, infatti, sulla base di uno 
screening genetico di pazienti affetti da CVD o dei loro parenti, sarà possibile stabilire a 
priori chi svilupperà con maggiore probabilità l’ulcera e quindi impostare per questi 
soggetti un programma di prevenzione, basato sulla elastocompressione, un precoce 
intervento chirurgico sul sistema venoso superficiale, l’eliminazione dalla dieta di 
elementi ricchi in ferro, ovvero la assunzione di integratori alimentari (2). 
Esistono poi dei polimorfismi genetici che influenzano le dimensioni dell’ulcera. Il 
fattore XIII (FXIII) della coagulazione, è una transglutaminasi plasmatica che interviene 
in diversi processi, dalle fasi finali del processo coagulativo alla riparazione delle ferite. 
I suoi substrati appartengono a diverse categorie, che vanno dal sistema di coagulazione 
e fibrinolisi, alle molecole di adesione della ECM fino a proteine 
contrattili/citoscheletriche. In particolare, il FXIII interviene nella biosintesi del 
collagene, determinando il cross-linking dei suoi componenti fondamentali –in 
particolare della fibrina- e nella proliferazione dei fibroblasti; inoltre, contrasta la 
attività delle MMPs, che, come abbiamo detto, iperattivate distruggono i componenti 
della ECM. Pertanto, il FXIII è fondamentale per i processi di riparazione tissutale e 
infatti, livelli plasmatici ridotti di FXIII sono stati trovati nei pazienti affetti da VLU e 
la sua applicazione locale sulle ferite ha un effetto positivo. V34L è il principale locus 
funzionale del FXIII ed abbiamo dimostrato che la sua variante allelica L34 è aumentata 
nel genotipo di pazienti con VLU di dimensioni minori (3). Esiste poi un altro 
polimorfismo che influenza le dimensioni dell’ulcera ed è nel promoter del gene che 
codifica per la MMP12: abbiamo osservato che le dimensioni dell’ulcera sono 
significativamente minori nei portatori del genotipo 82GG, rispetto ai genotipi AA o 
AG (4). Dunque, le MMPs avrebbero un ruolo anche nel processo di riparazione -oltre 
che di danno- tissutale, che è un processo dinamico, che prevede continui 
rimodellamenti. 
Abbiamo infine dimostrato, che, dopo intervento chirurgico sul sistema venoso 
superficiale, i pazienti portatori del polimorfismo L34 del FXIII guariscono più 
rapidamente, mentre il genotipo VV34 causa un ritardo nel tempo di guarigione di circa 
5 volte. In questo caso il genotipo HFE-C282Y è ininfluente, e ciò è abbastanza 
intuitivo, perché l’intervento chirurgico ristabilisce il normale deflusso venoso, pertanto 
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non c’è più sovraccarico locale di ferro –fenomeno su cui influisce la mutazione di 
HFE-, bensì un miglior apporto di FXIII ed altri fattori di crescita alla ECM: il FXIII 
favorisce la angiogenesi, la proliferazione dei fibroblasti, la sintesi di collagene e 
pertanto è fondamentale per la riparazione e rigenerazione tissutale (5). 
Riassumendo, abbiamo dimostrato che esistono polimorfismi genetici che influenzano: 
1. L’insorgenza dell’ulcera (in termini di rischio assoluto di svilupparla e di sua 
precocità di insorgenza); 
2. Le dimensioni dell’ulcera 
3. La guarigione dell’ulcera dopo intervento chirurgico sul sistema venoso superficiale 
Con il presente studio, invece, abbiamo voluto verificare se i singoli polimorfismi 
genetici influenzino anche la guarigione dell’ulcera a parità di trattamento medico, sia 
rispetto al tasso di guarigione dopo 12 settimane di trattamento, che sulla base del 
Margolis Index, MI (riduzione delle dimensioni dell’ulcera del 50% dopo 4 settimane). 
Pertanto, abbiamo arruolato 40 pazienti consecutivi affetti da VLU e a ciascun paziente 
abbiamo effettuato un prelievo di sangue periferico per la determinazione dei 
polimorfismi genetici di nostro interesse (HFE, FXIII, MMP12) ed abbiamo eseguito 
medicazioni settimanali con la medesima strategia terapeutica (medicazione avanzata ed 
elastocompressione) effettuata dallo stesso operatore, per di ridurre al minimo le 
variabili “umane” e poter quindi cogliere il reale ruolo delle varianti molecolari e 
genetiche. 
Lo studio ha avuto una durata di 12 settimane. 
Non abbiamo trovato nessuna correlazione tra varianti genetiche del FXIII e del gene 
HFE e la guarigione dell’ulcera o la sua riduzione di dimensioni di almeno il 50% dopo 
4 settimane di trattamento. Infatti, il 62.5% dei pazienti portatori di almeno un allele 
34L versus il 58% dei pazienti VV (58%) (P=ns), sono guariti dopo 12 settimane di 
trattamento; analogamente, il 59% dei portatori H63D e il 67% dei genotipi HH sono 
guariti dopo 12 settimane di trattamento (P=ns). Per il Margolis Index: il 50% dei 
carriers 34L era MI+, versus il 62.5% dei VV (P=ns) e il 50% dei pazienti con genotipo 
HD era MI+ versus il 59% dei portatori HH (P=ns). 
Abbiamo invece notato delle interessanti correlazioni con i polimorfismi del promoter 
del gene che codifica  per la metalloproteasi di matrice 12 (MMP12; -82AG). 
Infatti, la presenza dell’allele –G, aumenta di 2.27 volte (OR= 2.27, CI 0.5-10.25) il 
rischio di non guarigione, ovvero  il genotipo AA aumenta di 2.27 volte la probabilità di 
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guarigione. Infatti, sono guariti dopo 12 settimane di trattamento il 65% dei pazienti con 
genotipo AA e solo il 44% dei portatori dell’allele G. 
Se guardiamo invece al Margolis Index (MI), notiamo un andamento opposto: solo 
il52% degli omozigoti AA ha una riduzione di almeno il 50% dell’area dell’ulcera alla 
quarta settimana di trattamento, contro il 78%) dei pazienti carrier l’allele –G. Questo 
significa che la presenza dell’allele –G aumenta di 3.28 volte la probabilità di essere 
MI+, ovvero il genotipo AA aumenta di 3.28 volte la probabilità di essere MI- 
(OR=3.28, CI 0.58-18.36). 
Dunque, abbiamo dei dati apparentemente in contraddizione. Vediamo di analizzarli più 
dettagliatamente. 
Se confrontiamo i due gruppi di pazienti, e cioè, omozigoti AA e portatori dell’allele G, 
notiamo che essi sono omogenei per sesso ed età, infatti, nel primo gruppo abbiamo 13 
uomini (42%) e 18 donne (58%) con una età media di 75.3+/-10.6 anni, e nel secondo 4 
uomini (44%) e 5 (56%) donne, con età media di 71.3+/-19.5 anni. 
Se invece consideriamo le dimensioni dell’ulcera nei due gruppi, essa è 10.04+/-13.15 
cm2 negli omozigoti AA e 6.3+/-5.2 cm2 nei carrier –G, quindi, i due gruppi non sono 
omogenei per le dimensioni iniziali dell’ulcera, anche se la differenza, di fatto, non è 
statisticamente significativa (P=0.10), ma questo è verosimilmente legato alla esigua 
numerosità del campione preso in esame. 
Per eliminare la variabile “dimensione iniziale dell’ulcera”, abbiamo costruito delle 
rette di regressione, che mostrano l’andamento nel tempo delle dimensioni dell’ulcera 
nell’intera popolazione (Figura 2) e nei due gruppi (Figura 3) indipendentemente dal 
valore assoluto dell’area, che è stata considerata percentualmente. Ancora, grazie a 
questo tipo di grafico notiamo che le ulcere dei portatori dell’allele –G, hanno una 
tendenza a ridursi di dimensioni più velocemente rispetto a quelle degli omozigoti AA, 
anche se con una significatività borderline (P=0.0517), probabilmente dovuta alla 
esigua numerosità dei casi. 
Ricapitolando: 
- Nella nostra popolazione di pazienti, l’allele –G è correlato ad ulcere di dimensioni 
minori; 
- I  –G-carrier hanno una maggiore probabilità che le dimensioni dell’ulcera si 
riducano di almeno il 50% dopo 4 settimane di trattamento; 
- I -G-carrier presentano una maggiore velocità di riduzione di dimensioni dell’ulcera. 
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Tutto questo correla con quanto precedentemente dimostrato (22) rispetto alla influenza 
del polimorfismo del gene MMP12 sulle dimensioni dell’ulcera. 
E’ invece contraddittorio con quanto abbiamo detto fin’ora quanto segue: 
- Gli omozigoti AA nel tempo (12 settimane) hanno una maggiore probabilità di 
guarigione rispetto ai carrier -G; 
- Inoltre, abbiamo dimostrato che le MMPs hanno un ruolo cruciale nella distruzione 
dei componenti della ECM e quindi nella formazione dell’ulcera, mentre questa 
MMP12 avrebbe un ruolo nella guarigione dell’ulcera stessa. 
Come possiamo giustificare queste contraddizioni? 
Iniziamo con una premessa basilare. Le metalloproteasi di matrice, fondamentalmente 
sono delle collagenasi e, in particolare, la MMP 12 degrada il collagene di tipo I e II 
(91) ed è pure espressa dai miofibroblasti (92). Durante il processo di guarigione di una 
ferita, avviene un continuo e complicato rimaneggiamento della ECM, che comporta un 
rimodellamento del collagene ad opera, appunto delle MMPs (93).  
Detto questo, riteniamo che quelle enunciate siano contraddizioni solo apparenti dovute 
alla complessità del processo di danno e riparazione tissutale. Infatti, se da un lato è 
vero che le MMPs rappresentano lo step finale del processo infiammatorio ferro-
dipendente che porta alla distruzione della ECM e alla insorgenza dell’ulcera, dall’altro 
è pure assodato che la riparazione tissutale è un processo multifasico, dinamico e 
multifattoriale che prevede numerosi e successivi rimaneggiamenti dei componenti della 
ECM per arrivare alla guarigione. Pertanto, nulla vieta che quelle stesse MMPs che 
hanno causato il danno o famiglie particolari delle MMPs come la MMP12, 
intervengano in fasi diverse del rimodellamento tissutale che porta alla guarigione di 
una ferita (94). 
In questa ottica, è possibile che la presenza dell’allele –G nel promoter del gene 
MMP12 non solo determini dimensioni minori dell’ulcera, ma intervenga pure nelle fasi 
iniziali della riparazione tissutale accelerando l’iniziale riduzione delle dimensioni 
dell’ulcera (Margolis Index), ma che non sia importante per le fasi intermedie e finali 
della riparazione, laddove potrebbe essere maggiormente coinvolta la variante AA, che 
appunto aumenta la probabilità di guarigione a 12 settimane. 
Possiamo anche speculare che differenti famiglie di MMPs e -nella stessa famiglia- 
differenti varianti genetiche, abbiano una concentrazione diversa negli essudati delle 
ulcere a seconda della fase del processo di guarigione.  
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Quindi, le apparenti contraddizioni citate in precedenza, non sarebbero in realtà tali, ma 
farebbero semplicemente parte di un processo estremamente complicato, dinamico, 
multifasico, multifattoriale e forse in parte ancora non del tutto spiegato, quale è il 
processo di danno e riparazione tissutale. 
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